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MUB/OS CANDIDATOS VACUNALES DE «R» CHOLERAE Y METODOS DE 

OBTENCION 



^^^po de esta — es e, de ,a b.otecnCogia y mas e >a 

obtenc,6n de vacunas contra e, c6.era. y ,os procedimientos de .ngen.na genet,ca 
empleados para obtener dichas vacunas. 

^^^a desman de ,a invent se u«,i Z an a,gunos — espec.cos 
dela.ema.icacotera.cuyosignif.cadoralacionamosaoon.inuacon: 

En«,endase por virus ctx* la partita nudeo-proteica producda per e, tt*K> 
Co/erae que tiene ,a capacidad de transfer, a o.ros vibrios e, DNA con:en,do en su 
interior que comprende los genes de la toxina del colera. 

Encase por toxina de, c6,era aquella proteina que cuando as produ da P . 
el microorganismo es e, factor responsabie de ,os sintomas Cn.cos de 

• ndase por genes de las toxinas que acompanan e, genome de, .ago a* 
ademas de ,os genes de ,a toxina de, co,era; e, de ,a proteina ZOT, cuya aCv.dad e 
ronsab, del destruccidn de ias uniones estrecnas entre las -- - -- * 
.n.estino; y e, de .a proteina ACE, cuya actividad es aceesona a la de a 

C6 ' era E n«,ndase por cepas o vacunas no toxigenics de »* c**« ^uellas 
cepas desprovistas de ,os genes de ,as toxinas mencionadas, que puedsn ser 
como vacunas pero que por lo genera, manif,estan reactogenicidad 

Entiendase por cepas o vacunas inocuas de WWo cho/erae .quellas que 
mediante a,gun procedimiento Han sido desprovistas del grueso de ,a reac,o g en,c,dad 

residual anteriormente mencionada. 

Encase por h emag,utin,na protease (HA,P>. aqueHa prote.na s,cre ada p. 
«* averse que tiene actividad dua,; mani.es.ada una de e„as en 
„ ag,u.inar ,os eri.roci.os de determinadas especies y ,a otra en su prop.edad de degradar 
o procesar otras proteinas como la mucina y ,a toxina de, colera. 
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Entiendase por ce/A aquella secuencia nucleotidica que codifica pa*a ia sintesis 
de ta endogiucanasa A, proteina producida por cepas de Clostridium thermocellum, 
cuya caracteristica esencial es su actividad p(1-4) glucan-glucano hidrolasa que le 
confiere capacidad para digerir la celulosa y sus derivados. 
5 Entiendase por timidilato sintasa aquella proteina que cataliza la metilacion 

reductora del 5*-monofosfato de desoxiuracilo (dUMP) por el N 5 -N 10 
metilentetrahidrofolato para producir 2 , -desoxitimidina-5'-monofosfato (dTMP) y 
dihidrofolato. 

El termino DNA suficientemente puro se refiere al DNA que esta libre de 
10 secuencias inmediatamente contiguas por los extremos 5' o 3' terminates del gen thyA, 
en la estructura natural del genoma del microorganismo al cual se refiere esta 
invencion. El termino secuencias derivadas incluye, por ejemplo, un DNA rscombinante 
mcorporado en una cepa vector, li'nea celular o plasmido, o existent^ como una 
molecuia independiente (por ejemplo, cDNA, fragmento de restriccion o de PCR). 
15 Tambien incluye moleculas de DNA recombinante que formen parte de un gen hi'brido 
codificador de secuencias adicionales. 

El termino secuencias homologas se refiere a secuencias de DNA o proteinas 
que comparten residuos similares o identicos, siendo nucleotidos o aminoacidos, 
respectivamente, en posiciones identicas de dos o mas cadenas dadas. A mayor 
20 numero de residuos identicos/similares mayor sera el porciento de identidad/sirnilitud 
entre las dos cadenas dadas. 

El colera es una enfermedad diarreica aguda causada por una infection oral con 
la bacteria Vibrio cholerae. Actuaimente, despues de 100 anos de investigaciones 

25 sobre el colera, todavia no existe una vacuna segura y eficaz contra la enfermedad. La 
humanidad ha sido testigo de siete pandemias, las primeras seis fueron causadas por 
cepas del biotipo clasico y la septima esta caracterizada por el predominio de cepas de 
biotipo El Tor. Recientemente, a principios de enero de 1991, la ultima pandemia se 
extendio hasta America del Sur, causando mas de 25 000 casos y por encima de 2000 

so muertes en Peru, Ecuador y Chile. En Noviembre de 1992, un nuevo serogrupo de 
Vibrio cholerae aparecio en la India y Bangladesh, el 0139, mostrando un gran 
potencial epidemico que genero una gran amenaza para los paises del tercer mundo. 
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«c m fhiotiDo El Tor) y 0139 de Vibrio cholerae. 

su agente causa, por un periodo mini™ de tres ano, Basadc , en as, 

h an h ecno mu.tipies esfuerzos para atenuar ei <*°°^~ ^ y produzca 

Vlva q ue a, ser inoculada por via era, aseme* e, P"^° ™ vacun Jos O.chas 

una sP„da respuesta inmune sin causar reaches — - o 

.acunas confenen — nes *, »o -M ^Ldos en e, genoma de, 

de sproveen a, m.croorgan.smo de Mos ger«s .» ^ ^ 

profago CTXf Ver palentes de James B. Kaper, wu 

--- 3 -- aftOSl991yl9 : a 7"runa vacuna c„s,ca <•« 1832). 
La pnmera vacuna contra el colera 

e nef l caciay m uyreactogen,ca(F l nkes t e,nR ^ ^ 

on , he America Continent Sao P-£ SP^ Br 19 . ^ ^ ^ 
primera vez la vacunacton con una cepa viva re , sultad os no 

adm.nistrada por via oral, pero ,a interpreted ,nade uada - 
perm,* comprender ,a efectividad de .a vacunacon era a. 8 en 

olv er a estudiar ,a vacunad6n ora, e inyectada, con ce— ° n 
.,- ,, a i 1 Q7n RO se retomaron los estudios de vacunacion oral con la 

rn ::;:: e — de ««. * - rr: ^ r =n - 

r^r—e^^^ 

, voluntaries inmunizados (Levine y cois.. Infect and tmn, N 2^ 19 . 

patente US 4,328,209). B auge de la ingenier.a gen ca duran e es ^ 
obtener microorganismos "atoxigenicos" con vanacones genet^ 

mostraron muy buena pro.ecclon contra ,a en,emedad /^Uulo P ra e, uso de 
D , , is OS 472 276 y 581 ,406). Sin embargo, el pr.napal obstaculo p..ra 
M Paten.es US 06,472,276 ^ ^ ^ „ jnduccjon de reacciones adversas 

dichos microorganismos atoxigenicos no * 

inaceptables durante ,a vacunacon (Levine y cois.. Infect, and ,mm. Vol 
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De acuerdo con los datos anteriores el principal problema a solucionar durante la 
obtencion de una vacuna efectiva contra el colera es su inocuidad. En la jictualidad se 
ha enfatizado en la existencia de mecanismos de transferencia horizontal de la 
informacion genetica en las bacterias y es necesario atender tambien a los atributos de 
5 bioseguridad de la vacuna relacionados con el impacto ambiental. Paralelamente debe 
cuidarse su estabilidad y su inmunogenicidad. 

En la actualidad existe una vacuna oral contra el colera que utiliza celulas 
muertas suplementadas con subunidad B de la toxina del colera (Holmgren y cols., 
Current topics in Microbiology and Immunology, Vol. 146, 1989). Dicha vacuna es 

io inocua y efectiva pero debido a su naturaleza muerta, requiere dos o mas dos;s para 
generar una respuesta inmune equivalente a la de una infection, por colera, lo que 
encarece mucho su preparation. 

Existe y se comercializa una vacuna viva para inmunizar oralmente contra el 
colera, la cepa CVD103-HgR, que ha sido licenciada recientemente. Es una vacuna 

15 efectiva, inocua y barata; sin embargo su pertenencia al biotipo clasico coidiciona que 
su eficacia protectora frente al biotipo El Tor y el serotipo 01 39 de Vibrio choierae, que 
circulan de forma predcminante en la pandemia actual, sea baja. (Consjltar patente 
USA, 5399494). 



2o descritos en la patente WO 95/18633. Estos mutantes han sido generados a partir de 
cepas de los biotipos y serotipos de Vibrio choierae que circuian en la pandemia actual 
y cubren efectivamente todos los serotipos de microorganismos, incluyendo el 0139. 
Estas cepas son inocuas, baratas de producir y preliminarmente eficaces, sin embargo 
no han sido suficientemente ensayadas como la CVD103-HgR. Adicionalmente son 

25 microorganismos prototroficos con capacidad para sobrevivir en el medio ambiente y 
son mutantes no motiles generados espontaneamente, aunque en esta nvencion se 
describe una metodologi'a para obtener en lo adelante mutantes no motiles por 
supresion de naturaleza definida. La propiedad que hace a estos microorganismos 
inocuos es su naturaleza no motil, que les impide llegar eficientemente a la superficie 

30 del enterocito e inducir las reacciones adversas que inducen sus parentales. 

Robert y cols., Vaccine, vol 14 N°16, 1517-22, 1996, demostraron que es factible 
insertar un gen marcador en el gen de la hemaglutinina proteasa (hap) de Vibrio 



Otros candidatos vacunales vivos para inmunizar contra el colera han sido 
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necssana para defe ^ . g|ca su „ iciente para 

exposiciones, as, como para d sperta ^ 
lograr una protecaon duradera (Taylor y cois, 

1 " 4 ' Tool 8 ;? MeKa,a n os de ,a Un.ver.dad de Harvard be p,an t „ado oue ,a 
,n,ernaL^l ,a b a=,ena VI M o Co/erae a .raves ,as p.acas de Payer en e, ,n,es«,no 
"—a — de, prcceso de co,on, Z acidn due no pro uc* u 

a ::is en e, organismo humano (MeManos X y cols. Bu„ ,ns,, P"^^ 
19 95>. Per tan.o, la interact con ias placas de Payer es una prop.edad de 
una vacuna viva an,i-colera. pero ,a interact con los en.eroc.os es .ndeseada. 

po-rriprinn de la invencion. 

La presente invencion describe un metodo para obtener 
oeneticamente defnida y estable de ViMo cho/erae. la cua, es uti, como vacuna v,va 
nnXLsan inmunologica con.ra e, c6lera an bumanos a, ser sumin,s,ra a 

men.e. La cepa derive de un mula.e no ,oxig*nico 
.nocuidad es obtenida inactivando el gen de la hemaglutin,na proteasa (f«p) med.ante 
, a " de, B an marcador ce,A en su secuencia codificadora. En ,nc,us,one 
I s de es,e document ,a cepa vacuna, perlenece a cualouiera de los dos 
ro,,pos comprandidos en el bidipo E, Tor de V,* - * ~ ° ^ 

Prefenbiemen.e dicha cepa derive de un mutante no .ox,gen, o * 
op.enido median, Monicas de ingeniaria genelica y esta 

„ gen ce,A den.ro de, gen „ap. Oe modo ^^^^Z - « 
La invencion induye adicionalmente un metodo para rtsm.n v 
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produccion de vacunas muertas. El metodo implica la clonacion y la manipulacion 
genetica "in vitro" del gen thyA para delecionarle un fragmento interno y el posterior 
remplazamiento del gen natural del microorganismo en el cromosoma por una copia 
mutada. 

Entre las inclusiones preferidas de esta invencion resulta cualquier cepa vacunal 
de Vibrio cholerae de los biotipos y serotipos existentes o cualquier cepa no toxigenics 
de otro serotipo emergente que haya sido manipulada geneticamente para mutar el gen 
hap y el gen thyA y crear un doble mutante de reducido impacto ambiental para 
propositos vacunales. De forma mas preferible, el mutante es un derivado de 81, 413 o 
SG251a, y de la forma mas preferible aun el mutante es 638T o los derivados thyA' de 
las cepas 1333 o L911. De igual forma esta version inocua y contenida de cepas no 
toxigenicas es util como un portador de antlgenos heterologos al sistema inmune de 
mucosas. 

Se ha encontrado que las cepas anteriores han sido poco reactogenicas en 
ensayos de laboratorio y clfnicos. Tambien se ha demostrado su capacidad para 
despertar una fuerte respuesta inmune contra Vibrio cholerae luego de inoculacion de 
voluntarios sanos por via oral. Como resultado estos mutantes imposibilitados en su 
capacidad de expresar la hemaglutinina proteasa (HA/P) asi como la cepa derivada 
comparten las caracterfsticas de una vacuna oral contra el colera en humanos. 

En un aspecto adicional la invencion ofrece DNA suficientemente puro 
codificador del gen thyA. Entiendase por este DNA la secuencia mostrada en la lista de 
secuencias (SEQ ID NO: 1) y los fragmentos, deleciones, interrupciones y secuencias 
homologas derivadas. 

La construction de las cepas vacunales descritas aqui involucra el intercambio 
del gen cromosomico salvaje que codifica la HA/P por un alelo interrumpido por ce/A en 
mutantes no toxigenics de Vibrio cholerae desprovistos de todos los genes 
comprendidos en el virus ctx<J>. Estos mutantes estan bien definidos geneticamente y 
son estables en el defecto de la actividad proteolftica producido por la inactivacion de 
hap. Dichos mutantes son igualmente estables en la expresion de la actividad 
celulolitica conferida por el gen ce/A insertado en el cromosoma luego de pasar por el 
intestino de ratones lactantes o humanos. 
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La construccion de sus derivados caracterizados per un mew .mpacto 
amb.en.a,, .nvolucra la introduccion de una delecion genetica en e, gen (n yA para 
opener un mutante auxotrdf.co a la Umidina. E. tripie mutante 
deLdo geneticamente y es estable. La mutacidn en este confere r.s.s.enc.a 
n b „ioo tnmetopnma en presencia de timidina. Dicba resistencia es ^» 
qu e se .ncorpore a otras oepas bacterids por transference honzonta, deb.do a 

" P r e r— protege cepas no tox.genicas e inocuas. — -c— 
qefin.das y estables que son utiles como vacunas vivas para inducir pro.ecc.on 
nmunoidg ca por via oral comra el cdiera en buncos. Para e, diseno d, cand.d, 
acunaJ no reactogenicos o ,nocuos nos Hemos apoyado en ,a conaderaaor , de a 
rea c,ogen,cidad como un proceso inflamatorio resultante de ia ,n,erac:c,on de 
vibr ,ones del cdlera con los enterocitos. Razonamos que ,a inactivacion *, la pro 
solub.e mayoritaria. responsable de la degraded de .a mucina. en una cpa de 
.esprovista de los genes de la toxina, produciria una cepa denvada que pe ra a 
.neLntemente ,a gruesa capa de mucina que cubre los enterocitos, perc que od 
seria capaz de penetrar la flna capa que cubre la celula M y Hegar ba, el a pa 
,nduc,r una tuerte respuesta inmune. La bemaglutinina/pro easa fuel pr.easa 
mayoritaria con actividad digestiva score la mucina encontrada en C72>8, C6706 y 
SG 2 5-t Con e, obietivo de inactivar .a hemaglutinina protease el gen e-A se ,n«rodu,o 
en e> gen nap del cromosoma de Vibrio cno/erae. Esta mu,aci6n com bnada con la 
delecon de los genes acompanantes del tago ctx* permitio obtene, cand.datos 
vacunales marcados con excelentes propiedades para la vacunacion de :os humanos 

contra la enfermedad 

Como ejemplo. mas que con el interes de limitarnos. en ,a tabla 1a descnb.mos 

' ,os mutantes no toxigenic de V. averse utiles para construir derivados .nocuos 
desprovistos de hemaglutinina/proteasa con e, proposito de utilizarse como vacuna, 
Los mutantes no toxigenic es.an caracterizados especificamente por ,a ausenca de 
todas las secuencias codif,=adoras del .ago ctt* en el cromosoma y por ,a oresenca 

„ una sola copia de, elemento RS1 , cuya secuenoia nucleotidica ba sido 

secuenciacidn de DNA. Los me.odos empleados en ,a obtencion de los mutan.es no 
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toxigenicos estan bien clescritos en otro lugar. (Archives of Medical Research, 27. No. 
3, pp 275-283). 

Tabla 1a. Cepas no toxigenicas utiles para la construccion de cepas inocucs, 

afectadas en la expresion de HA/P. 

Candidato vacunal Biotipo/Serotipo Genotipo 

81 El Tor/6gawa Actx<j> 

413 El Tor/inaba Actx4> 

SG25-1a 0139 Actx<j> 



Todas las cepas y los metodos de hacerias aparecen descriios en Archives of Medical Research, Vol. 
27, No. 3, pp. 275-283, 1996. 81 y 413 derivan de C7258 y C6706, respectivamente; siemio aisiamientos 
clinicos de Peru, 1991. SG25-1a es un derivado 0139 del aislado SG25-1, de Calcutta, La India, 1993. 

io De manera similar en la tabla 1b aparecen las cepas defectuosas en la 

expresion de la hemaglutinina/proteasa utiles para construir derivados afectados en la 
expresion de thyA que poseen mejores atributos de bioseguridad. 

Tabla 1b. Cepas afectadas en la expresion de HA/P, utiles en la construccion 
15 de mutantes thyA. 

Candidato vacunal Propiedades relevantes 

638 8rhap::celA 
1333 413hap::celA 
L911 SG251a hap::celA 



Caracterizacion de las cepas inocuas v de un derivado obtenido mediante mutacion en 
el gen thvA. 

20 Caracterizacion seroloqica. 

Luego de la introduction de cada mutacion en las cepas vacunales descritas en 
este documento, cada derivado fue chequeado para la expresion ^orrecta del 
lipopolisacaridico correspondiente al serotipo de partida. Para ello las celulas fueron 
recogidas de una placa fresca, resuspendidas en salina (NaCI, 0.9%) e inrrediatamente 
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exam,nadas con un suero de aglutinadon de la firma Difco, especifico para el sero.,pa,e 

de vibrios Ogawa, Inaba u 0139. 

La respuesta inmune mayoritaria en los vacunados es contra el LPS. 
expresion dal antigeno correspondiente a cada una de las cepas presentadas en esta 
invention fue confirmada por la aglutinadon con los antisueros aspecificos. Per o.ra 
parte el patron electroforetico de los LPS en geles de poliacrilamida y anal,s,s de 
Western blot se mantuvo inalterado. 
rnta yn de c"'"ni7aci6n Hcl ratlin lactante. 

El ensayo de colonization del ratbn lactante (Harrington y cols., J. Exper Med 
168 1487-1492 1988) fue utilizado para conocer las propiedades colon.zadoras de 
cada cepa Un inoculo de 10 s -1C 6 vibrios en un volumen final de 50 m fue sumimstrado 
por inoculacibn orogastrica a grupos de al menos 5 ratones lactantes. Lu.go de 18-24 
horas de incubacion a SO'C los ratones fueron sacrifices, el intestine fce d.sectado, 
homogenizado y diluciones apropiadas fueron plaqueadas en medio bacteriology con 
los suplementos necesarios para el crecimiento de los mutantes. 

En la labia 2 puede observarse la capacidad colonizadora d» las cepas 
vacunales descritas en esta invention. Excepto la L911, el resto de la. cepas son 
buenas colonizadoras del tracto gastrointestinal de ratones lactantes. Es b,en conoada 
la correlation existente entre la colonization del intestino de este modelo an.mal y la 
del intestino humano por cepas de Vibrio cholera. 

El mutante 638T, es dependiente de timidina para su crecimiento. Esta mutacon 
invalida a esta cepa para su multiplicadbn en el medio ambiente, donde la fuente de 
pirimidinas es escasa, si existe alguna. 



Tabla 2. Capacidad colonizadora de las cepas vacunales 
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Deteccion de la actividad proteasa . 

Placas de LB suplementadas con leche al 1,5 % fueron utilizadas para detectar 
la actividad proteolitica existente en el sobrenadante de vibrios cultivados en TSB. 
Alternativamente, la cuantificacion se realizo utilizando como sustrato azocaseina. Para 
5 ello, un volumen de 200 \i\ de sobrenadante de cultivo fue mezclado con 1.1 ml de 
buffer de reaccion (CaCI 2 , 1mM; Tris, 0.2 M pH 7.2; Azocaseina 1%) e incubado 
durante 1 hora a 37°C. El sustrato no transformado fue precipitado con 83 de acido 
tricloroacetico al 40% durante 10 minutos, seguido de centrifugacion durante 10 
minutos adicionales a 12 000 rpm. El producto de reaccion, que es coloreado y 

10 permanece en solucion, fue neutralizado con NaOH y leido a 450 nm. Una unidad de 
actividad enzimatica fue definida como la cantidad de enzima que incrementa la 
densidad optica neta de la muestra en uno durante una hora de reaccion. Los 
candidatos vacunales defectivos de la expresion de la HA/P desarrollados aqui, 
presentan una reduction en su actividad proteolitica equivalente al 60-80% del total 

15 que exhiben sus parentales no toxigenicos. 

Deteccion de los vibrios expresando el marcador endoglucanasa A . 

Para detectar la actividad de la endoglucanasa A, los vibrios fueron crecidos en 
placas de LB durante 24 horas, cubiertos por una pequena capa de agar indicador- 
CMC, e incubados durante 3 horas a 60°C. Las colonias positivas para la expresion de 

20 la endoglucanasa A aparecen como colonias rojas con un halo transparente sobre un 
fondo rojo, luego de la tincion con Rojo Congo. El agar indicador-CMC se compone de 
0.7% agarosa, 0.5% de CM-celulosa en buffer fosfato-citrato a pH 6.3 y la solucion de 
tincion fue 1% de Rojo Congo en agua. Como resultado de este ensayo se obtiene que 
el marcador ce/A se expresa establemente, no es toxico en cepas de Vibrio cholerae y 

25 permite distinguir las cepas vacunales de otros vibrios (figura 1 ). 

Analisis de la auxotrofia a timidina en cepas vacunales qeneradas por mutagenesis 
supresora diriqida al gen thvA . 

Se utilizo medio minimo suplementado con glucosa, como unica fuente de 
carbono, y timidina (200 jig/ml) para crecer los mutantes afectados en la expresion de 

30 timidilato sintasa imposibilitados de crecer en medio minimo. Placas de LB 
suplementadas con timidina (200 ng/ml) fueron utilizadas para chequear la resistencia 
a trimetoprima de las cepas con mutaciones en el gen thyA. La estabilidad de la 
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auxotrofia a timidina fue analizada mediante replicacidn de colonias desde places de 

nara el crecimiento. Cuando la cepa 638T es suplemema 

Zpuestos manlfiesta ,a propiedad de resistance a trimetoprima (200 M ,ml> due ,e 

confiere la mutacion introducida en el gen thy/K. 

"^SEl una colonia b,en aislada se crgan en ,a punta de una ? de 
platino desde una placa maestra hacia una placa para detect de u ■ rno« ; -OA 
lar 0 4%) introduciendo ,a punta del asa 2-3 mm en e, agar. E, d.ame.rc de 
Tersl de cada colonia en e, agar suave se mide a ,as 24 horas de .ncubacon a 
lerio de motilidad se toma como sigue. Una cepa bacteriana due alcanceu 
d^etro de 3 mm o menos desde el pun.o de inoculacidn es conslderada no mo«,l Una 
tpatac enana que se dlspersa en un diame.ro mayor de 3 mm es conslderada mot.l. 
Tolas las cepas contends en esta invencidn resultaron ser motues, con ,a 

excepcion de la L91 1. segun los resultados obtenidos en agar suave. 

r n m v" pJ r a rtatereion del flagelo. 

EDiJ ^ a 7^7^6 t lles fueron ensayadas para ,a presenca e f, geto 
median, microsomia electrdnica. Para ello. los vibrios fueron credos dura.e 4 
. 37'C en agar para expresion de factores de colon,zac,on (agar CPA, 
Casammoacidos, 1 %; Extracto de levadura. 0,5%; Sulfate de Magn-^0 . 
Cloruro de Manganeso. 0.005%), resuspendidos y lavados en sal.na. Las bac e a 
LI te.idas negativamente con acetate de uranilo (1%) durante 3 m.nutos » 
, analizadasmediantemicroscopiaeledr6nicadetransm,s,on 

La presencia del flagelo bacteriano fue demostrada en todas las cepas 
vacunales, haciendo especial enfasis en ,a cepa no m6,il L91 1 (figura 2). 

del pill corregulado con ,a toxina en las cepas vacunales obten.das 
30 ,ue ana^a per inmunom.croscopia electrdnica. Las Clulas fueron cu^adas ,gu. 
q ue para e, ensayo de, flagelo. Suspensiones frescas de los vibnos ,10 , fueron 
Ipositadas en una rejilla de nic k e, cubierta con carbdn. Kiadas durante 1 mmuto 
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mediante exposition a una lampara de 60 watts y el exceso de liquido eliminado sobre 
un papel de filtro. La rejilla fue invertida en una gota de suero especifico para el TCP 
diluido en solution salina conteniendo 1% BSA y 0.05% tween-80; incubada durante 15 
minutos, lavada con salina-BSA-Tween e incubada durante 15 minutos con el 
5 conjugado marcado con oro diluido en el mismo buffer. Luego de lavar las muestras 
tres veces en salina-BSA-tween, fueron tenidas durante 1 minuto con una solution al 
1 % de molibdato de amonio. 

La expresion de pili corregulado con la toxina (TCP), fue visualizada en la 
superficie bacteriana de todas las cepas analizadas (638, 1333, L911 y 638T) mediante 
10 inmunomicroscopia electronica (figura 3). Adicionalmente la expresion de este 
importante factor de colonization fue evaluado por Western blot. 

Varias cepas de Vibrio cholerae pertencecientes a tres serotipos fueron 
utilizadas para insertar el gen ce/A en su cromosoma dirigido a interrumpir el gen de la 
hemaglutinina proteasa con el objetivo de disminuir sustancialmente la capacidad de la 
15 bacteria para degradar la mucina. 

La ausencia de un gen hap funcional en cepas de Vibrio debe disminuir la 
reactogenicidad de las mismas por la causa expresada anteriormente, sin embargo el 
cumplimiento o no de esta hipotesis no impide el uso de las cepas 638, 1333, L911 y 
638T como vacunas. 
20 Cepas vacunales vivas . 

Las cepas 638, 1333, L911 y 638T descritas aqui, pueden ser utilizadas para 
conferir una adecuada protection inmunologica contra el colera en los humanos, ya 
que al ser administradas oralmente en voluntarios se obtuvo altos porcientos de 
seroconversion contra el LPS homologo y las reacciones adversas fueron 
25 despreciables. 

De acuerdo con la epidemilogia relevante del lugar donde se utilizara la vacuna, 
pudiera emplaarse una de las cepas anteriores o combinaciones de ellas. 
Metodologia de cultivo de las cepas vacunales 

Las cepas vacunales fueron cultivadas en los medios tradicionales utilizados 
30 para el vibrio (LB). En el caso de los mutantes thyA el medio fue suplementado con 
timidina 50 ng/ml. 
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Dosis. 

Las bacterias para inoculo son recolectadas en solucion salina estenl a part.r de 
una placa fresca y administradas a los voluntaries en una dosis de 10 7 -10 9 celulas en 
b,carbonato de sodio al 2%. Alternativamente algunos voluntaries pudieran rec,b,r mas 

de una dosis. 

Evatuacion clinica de 638. 

La cepa 638 ha sido evaluada en ensayos en humanos que involucraron 42 
voluntaries de entre 18 y 40 anos. En la tabla 3 se muestra un resumen de los 
resultados clinicos obtenidos luego de la ingestion de la cepa 638 y el placebo. Todas 
las manifestaciones clinicas observadas fueron leves y de muy corta duracion. En los 
datos presentados no se encontraron diferencias estadisticas signif.cativas entre los 
grupos inoculados y ei placebo. Las reacciones mas frecuentes reportadas en los 
voluntarios independientemente de la dosis fueron meteorismos y colicos abdom.nales. 
En cuatro voluntarios se presentaron diarreas leves, tres de estos voluntarios rec.b.eron 
ia maxima dosis y uno la dosis intermedia. Uno de los voluntarios que recibio la maxima 
dos,s tuvo cinco deposiciones (72 horas despues de la inoculacion) para un total de 
680 gramos. Dos voluntarios tuvieron dos deposiciones a las 28 y 72 horas. despues de 
inoculados para un total de 220 y 500 gramos respectivamente. El otro vcluntario tuvo 
una diarrea de 300 gramos a las 72 horas de inoculado. 
Aislamiento bacteriolog ira de la cepa vacunal. 

Como se indica en la Tabla 4, la cepa 638 fue recuperada en 27 de los 42 
voluntarios inoculados (88%). En el caso de la dosis mas alta, la excrecion de la cepa 
vacunal tendio a un pico a las 72 horas despues de la inoculacion. Tres (ie tos cuatro 
cases de d.arrea ocurrieron a ese tiempo. De los 37 voluntarios que excre-aron v.bnos. 
12 excretaron per lo menos durante cuatro dias, 19 per lo menos durante 3 dias y 28 
durante 2 dias. El numero de voluntarios que excretaron la cepa 638 y el valor medio 
de vibrios/g de heces disminuyeron en la dosis mas baja. 

Los vibrios aislados de las heces de los voluntarios producian endojjlucanasa A 
indicando que el gen reportero celA era mantenido establemente durante el 
crecimiento en el intestino delgado humano. 
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Respuesta inmune contra la cepa vacunal . 

La cepa 638 indujo una respuesta inmune de consistencia y signification en 
terminos de anticuerpos vibriocidas en el suero, IgG 6 IgA contra el LPS Ogawa y 
celulas productoras de anticuerpos IgA espetificas para el LPS del biotipo Ogawa 
(tablas 5 y 6). A pesar de que el reciproco de la media geometrica de los titulos (1/G) 
tuvo un pico a los 14 dias despues de la inoculation, la seroconversion fuo obtenida al 
dia 7 y los titulos permanecieron altos hasta el dia 28. Los grados de seroconversion, el 
pico de 1/G, y los titulos por ELISA fueron dependientes de la dosis. No obstante, aun 
para las dosis mas pequenas la cepa 638 alcanzo titulos de anticuerpos vibriocidas 
significativos comparados con el grupo placebo. Una proportion importante de 
voiuntarios que experimentaron seroconversion desarrollaron titulos vibriocida 
relativamente altos, > 1024, (tabla 6). El alto porcentaje de respondedores en la 
evaluation de celulas productoras de anticuerpos (tabla 5) refleja una efectiva 
estimulacion de la inmunidad mucosal, principalmente IgAs, por la cspa 638 en 
correspondencia con los elevados titulos de IgA anti-LPS encontrados a los 14 dias 
despues de la inoculation. Uno de los voiuntarios que recibio el placebo cimple con el 
criterio de seroconversion pero se explica teniendo en cuenta los bajos niveles de IgG 
anti-LPS antes de la inoculation. Otro de los voiuntarios de este grupo alcanzo el nivel 
umbral de celulas productoras de anticuerpos, lo cual es explicable por las mismas 
razones. Con estos resultados concluimos que la cepa 638 induce ura respuesta 
inmune significativa en humanos. 
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Tabla 3 Frecuencia de aparicion de reacciones adversas luego de la 
ingestion de la cepa vacun al 638 El Tor Ogawa. 



! Sintomas 



1 Diarreas 



i Colicos 
] Meteorismo 



i Acidez 



I Cefalea 



I Vomitos 



Grupo de voluntarios 
Vacunados 1 " 



13 



14 



1 



38 



29 



28 



36 



35 



41 



Placebo^ 



13 



12 



11 
12 



14 



14 



R.R. 



IC 4 



1.33 



2.17 



1.56 



1.00 



0.16 -10.96 



Vcilor 
(Fisher) 



0.56 -8.44 



0.52 -4.63 



0.23 -4.40 



0.6329 



0.1944 



0.3143 



0.6850 



0.1163 



0.7500 



Voluntarios con diarrea 



Valor medio del peso de las heces 
(rango) 



2(1-5) 



Valor medio del numero de diarreas 

p or voluntario afectado (rango) , 

as: 'N = 42, 2 N = 14, J Riesgo Relativo, H Intervalo de confianza (95 /o) 



Notas 



425 g (220-680) 



Tabla 4 Rec obrado de Vibrio cholerae, c epa 638 de las heces de los voluntarios, 

Voluntarios que excretaron la cepa/total 



Grupo de 
voluntarios 



Tiempo despues de la inoculacion (h) Total 



Media UFC/g 
hece:> 



96 



120 



Dosis alta 
(1-2 x 10 9 ) 


7/29 


10/29 


16/29 


15/29 


10/29 


28/29 


4.4 x 10 6 


Dosis media 
(2 x 10 8 ) 


6/6 


5/6 


4/6 


4/6 


3/6 


6/6 


5.5 x 10 6 


Dosis baja 
(4 x 10 7 ) 


1/7 


2/7 


2/7 


2/7 


2/7 


3/7 


2.7 x 10 5 



Tabla 5. Respuesta de celulas productoras de anticuerpos IgA contra el LPS en 
sangre del sistema periferico luego de la inoculacion con 638. 



Dosis 



! Alta 



Media 



Baja 

i Placebo 



10 



Positivos (%) 



27/29 (93.1) 
6/6 (100) 



6/7 (85.7) 
1/14(7.1) 



Media de CPA en 10' Mononucleares 
(rango) 



485 (0-4750) 



377 (40-1285) 
371 (0-2040) 
5 (0-65) 
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Tabla 6. Respuesta de anticuerpos en suero de voluntaries inoculados 
oralmente con la cepa 638 El Tor Ogawa. . . 



RfiSDuesta 


Dosis alta 


Dosis media 


Dosis Baja 


Placebo 


Anticuerpos vibriocida 


Porciento de 
Seroconversion 

GMT (rango): 
Pre-inoculacion 
Post-inoculacion 
pico (14 days) 
Positivos con 
titulos > 1024 


24/29 (82) 


5/6 (83) 


5/7 (71) 


0/14 (0) 


47 (0-160) 
873 

(0-20480) 
10/24 


32 (0-40) 
639 

(0-2560) 
4/5 


33 (0-40) 
389 

(40-2560) 
4/5 


37 (0-320) 
46 

(0-320) 
0 


laG contra el LPS Ogawa 


Porciento de 
seroconversion 2 


23/29 (79) 


4/6 (67) 


3/7 (44) 


1/14 (7) 



(%) 3 

Logaritmo del reciproco del titulo ± SD: 

Pre-inoculacion 0.12 ±0.25 0.12 ±0.29 0 0.03 ±0.12 

Post-inoculacion -j 86 ±112 1 59 ± 1 49 1.07 ±1.36 0.19 ±0.57 

Pico (14 days) ' 



IqA contra el LPS Ogawa 



Seroconversion 26/29(90) 6/6(100) 5/7(71) 0/14(0) 
(%) 

Logaritmo del reciproco del titulo 3 ± SD: 

Pre-inoculacion 0.1 ±0.37 0 0.27 ±0.37 0.13 ±0.39 

Post-inoculation 2 43 ± 1 0 2 68 ±0 48 1.96 ±1.25 0.19 ±0.53 
pico (14 dias) ; 



Notas 1 Numero de voluntaries con aumento de 4 veces en el titulo tota , 
2 Numero de voluntarios con incremento de dos veces en el titulo/total 
3 Logaritmo del reciproco del titulo. Abreviaciones: GMT, Media geometries del 
titulo; SD, desviacion estandar de la media. 
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IV Ejemplos. 

I_ 0S ejemplos que mostraremos aqui tienen el objetivo de ilustrar la invencion y 
no deben limitar la esencia de la misma. 

5 Ejemplo 1. Construction de cepas inocuas a partir de cepas no toxiqenicas. 

Para construir una cepa afectada en la expresion de HA/P a partir de las cepas 
no toxigenicas descritas en la tabla 1a, cada cepa de partida fue manipulada de igual 
modo. Primero, el vector suicida pGPH6 (figura 4), conteniendo el gen hap inactivado 
por la insercion del gen reportero ce/A fue transferido de E. coli SMIOXpir hacia la cepa 

10 no toxigenica de partida para producir un cointegrado resistente a ampicillina. Segundo, 
una hibridacion de Southern demostro que el cointegrado contenia el gen hap 
inactivado por insercion de ce/A separado de su alelo natural por DNA del vector. 
Tercero, el cointegrado anterior, resistente a ampicillina fue cultivado en ausencia de 
presion selectiva del antibiotico, condition que permite la segregation del mismo. Las 

15 colonias sensibles a ampicillina designadas 638, 1333 y L91 1 fueron caracterizadas por 
analisis de Southern, demostrando que contienen el gen mutado hapv.cel/K. 

Eiemplo 2: Creadon del mutante 638T defectivo en el gen thvA de Vibrio cholerae por 
mutagenesis in vitro. 

20 Para construir mutantes de Vibrio cholerae afectados en la expresion de la 

timidilato sintasa, el gen thyA fue primero clonado y secuenciado. El gen thy A de Vibrio 
cholerae fue clonado por complementacion de un mutante espontaneo de la cepa 81 
resistente a trimetoprima y dependiente de timidina (mutante 815). 

La complementacion se realizo utilizando una genoteca de la cepa C7258 

25 construida en el plasmido pBR322. Se escogio un clon plasmidico, se purified y el 
inserto contenido se subclono en pUC19, el cual sirvio de molde para facilitar la 
secuenciacion con el uso de oligonucleotides universales. La secuencia nucleotidica 
del gen thyA y la secuencia polipeptidica predicha para la protefna timidilato sintasa 
(TSasa) se muestran en la lista de secuencias (SEQ ID NO: 1). 

30 Para construir la cepa vacunal defectiva en Timidilato Sintasa se deleciono in 

vitro un fragmento de restriccion interno del marco abierto de lectura del gen thyA. La 
delecion comprende los nucleotidos entre los sitios de restriccion BglU y Mlu\ y elimina 



BNSDOCID: <WO 9935271 A2> 



18 

WO 99/35271 ^ ^ PCT/CU98/00008 

el fragmento de ADN que codifica para los aminoacidos desde el 7 al 105 de la proteina 
TSasa La construccion genetica resuttante esta incapacitada para complementar el 
defecto en Timidilato Sintasa del mutante espontaneo 815 de Vibrio cholerae. Este 
fragmento fue clonado en el sitio Sad del plasmido pCVD442 para obtener el plasm.do 
pEST (figura 5), cuya replicacion depende de la proteina n del fago Lambda-pir. Vibrio 
cholerae no es un hospedero permisivo para la replicacion pi dependiente del pEST, 
dado que no expresa de forma natural dicha proteina. Consecuentemente, cuando este 
plasmido es utilizado para transforms una cepa de Vibrio cholerae, la frecuencia de 
transformation es baja y los transformantes que se obtienen resultan de su integration 
) al cromosoma bacteriano que hace su replicacion dependiente de la replicacion 
cromosomica. Una caracteristica adicional de dicho plasmido es la presencia del gen 
sacB, cuya expresion es toxica para Vibrio cholerae en presencia de sacarosa. El pEST 
fue utilizado para construir la cepa 638T y sera util para construir las cepas 1333T y 
L91 1T u otra adicional defectiva en thyk derivada de cualquier cepa de Vibrio cholerae. 
5 Con ese objetivo, el pEST fue transferido de E. col, SMIOXpir hacia Vibrio cholerae 
638, para luego seleccionar un cointegrado resistente a la ampicillina. Mediante analisis 
de Southern se demostro que el cointegrado habia sido originado por integracion del 
plasmido en el gen thyk. Dicho cointegrado fue crecido en un medio libre de antibiotico 
y suplementado con timidina (50 ng/ml) para permitir su resolucion. Las colonias 
io resistentes a sacarosa obtenidas a partir del cultivo anterior fueron seleccionadas en 
LB agar suplementado con sacarosa y timidina. Una colonia con requerimiento de 
timidina y sensible a la ampicillina fue designada 638T y caracterizada por Southern 
demostrandose que la cepa retuvo el alelo mutado del gen thyk. 

25 A continuation sigue una description de las figuras: 

Figura 1 . Deteccion de Vibrios marcados con el gen celk mediante un ensayo en 
placa empleando agar indicador con celulosa carboximetilada. 
Figura 2. Deteccion del flagelo en la cepa L91 1 . 

Figura 3. Deteccion del TCP en la superficie bacteriana del mutante 638T. 
30 Figura 4. Esquema representando la estructura del vector suicida pGPH6, 

empleado para construir cepas vacunales con la mutation hapv.celk. 
Figura 5. Estructura genetica del plasmido pEST. 
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Ventajas 

La presente invencion nos provee con un metodo para crear mutantes mocuos 
de Vibrio cholerae, utiles como vacunas, mediante la inactivacion del gen de la 
hemaglutinina/proteasa en mutantes no toxigenicos. 
s Las caracteristicas de inmunogenicidad e inocuidad de las cepas 638, 1333 y 

L911 son similares a las de las presentadas en WO 95/18633. Adicionalnente dichas 
cepas poseen un marcador que las distingue y son repr§sentativas de caoa uno de los 
biotipos y serotipos que circulan en la pandemia actual asi como del nuevo serogrupo 
0139. Las mutaciones empleadas para construir las cepas descritas en esta invencion 
io estan bien definidas, ya sea por delecion de fragmentos de restriction o por insertion 
de genes heterologos. 

Esta invencion tambien provee un metodo para mejorar la Dioseguridad 
ambiental de las vacunas vivas de colera que son utilizadas por via oral. Dicho 
mejoramiento se obtiene introduciendoles una mutacion que inhabilita el gen 
15 codificador de la Timidiiato Sintasa. 

Las cepa vacunal 638T mejorada en sus atributo de bioseguridad ambiental, 
descrita en la invencion tienen requerimientos de timina o timidina para su crecimiento, 
lo que limita su proliferation el medio ambiente donde la fuente de pirimidhas libres es 
escasa, si existiera. 

20 La resistencia a trimetoprima generada por la mutacion del gen thyA tiene 

caracter recesivo y su transmision a otras bacterias por mecanismos de transferencia 
horizontal no tiene efecto. Adicionalemete la expresion de la resistencia a trimetoprima 
requiere de la presencia de timidina o timina, compuestos escasos de forma libre en la 
naturaleza. 

25 En estos mutantes la readquisicion de los genes toxicos y otros mecanismos de 

transferencia horizontal de la informacion es superflua y podran ser us ados sin las 
actuales preocupaciones referentes a su bioseguridad. 
V. Depositos 

Los datos de los numeros de coleccion estan pendientes. 
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REIVINDICACIONES 

1 Un metodo para obtener a partir de una cepa no toxigenica de Vibrio cholerae un 
derivado inocuo para inmunizar contra el colera, caracterizado por la inacfvaaon 
del gen de la hemaglutinina proteasa, bien sea P or delecion, por insorcon u otra 
manipulacion genetica definida e irreversible. 

2 Una cepa vacunal de Vibrio cholerae, obtenida a partir de un mutante no tox,gen,co 
de Vibrio cholerae, caracterizada por tener inactivado el gen de la hemaglut.n,na 
proteasa. sea bien por delecion, insercion u otra manipulacion genetica defmida e 
irreversible. 

3. Una cepa vacunal de acuerdo con la re.vindicacion 2, caracterizada pertenecer a. 

biotipo Ciasico. 

4. Una cepa vacunal de acuerdo con la reivindicacion 2, caracterizada per pertenecer 
al biotipo El Tor. 

5. Una cepa vacunal de acuerdo con la reivindicacion 2, caracterizada por pertenecer 
a los serotipos Inaba u Ogawa dentro del biotipo El Tor. 

6. Una cepa vacunal de acuerdo con la reivindicacion 2, caracterizada por pertenecer 

al serogrupo 0139. 

7 Una cepa vacunal de acuerdo con .a reivindicacion 2, caracterizada por pertenecer 
a cualquier serogrupo emergente contra el cual la vacunacion actual sea .nefect.va. 

8. Una cepa vacunal de acuerdo con la reivindicacion 2, caracterizada porque la cepa 
inocua resultante es 638, 1333 o L91 1 de Vibrio cholerae. 

9 Un metodo para obtener derivados bioseguros a partir de cepas vacunales .nocuas 
de Vibrio cholerae, caracterizado por comprender la introduccion de una mutac.on 
supresora definida e irreversible en el gen codificador de la timidilato s.rtasa. 

10 Una cepa vacunal de Vibrio cholerae derivada de una cepa vacunal .nocua, 
caracterizada por tener inactivado el gen codificador de la timidilato sintasa, sea por 
insercion, delecion u otra manipulacion genetica definida e irreversible. 

1 1 . Una cepa vacunal de acuerdo con la reivindicacion 10, caracterizada por pertenecer 
al biotipo Ciasico. 



BNSOOCID:<WO 9935271A2> 



WO 99/35271 




PCT/CU98/00008 



13. Una cepa vacunal de acuerdo con la reivindicacion 10, caracterizada par pertenecer 
a los serotipos Inaba u Ogawa dentro del biotipo El Tor. 

14. Una cepa vacunal de acuerdo con la reivindicacion 10, caracterizada por pertenecer 
al serogrupo 0139. 

15. Una cepa vacunal de acuerdo con la reivindicacion 10, caracterizada por pertenecer 
a cualquier serogrupo emergente contra el cual la vacunacion actual sea inefectiva. 

16. Una cepa vacunal de acuerdo con la reivindicacion 10, caracterizada porque la cepa 
vacunal resultante es 638T, o un derivado de 1 333 o L91 1 de Vibrio chclerae. 

17. Una cepa vacunal de acuerdo con la reivindicacion 10, caracterizada por ser 
utilizada como base para la production de una vacuna muerta. 

18. El ADN puro, caracterizado por comprender la secuencia nucleotidica codificadora 
del gen natural thyA de Vibrio cholerae mostrada en la lista de secuencias (SEQ ID 
NO: 1), util para obtener mutantes mejorados en sus atributos de bioseguridad 
ambiental. 

19. El ADN de acuerdo con la reivindicacion 18, caracterizado porque su secuencia 
nucleotidica comprenda una deletion, disruption o cualquier otra manipulation 
genetica definida de dicho ADN que inactive la funcion del gen. 

20. El ADN de acuerdo con la reivindicacion 18 o su variante reivindicada en 19, 
caracterizado por estar contenido en una celula. 

21. El ADN de acuerdo con las reivindicaciones 18, 19, o 20, caracterizado por estar 
contenido en un plasmido. 



9935271 A2> 



WO 99/35271 




PCT/CU98/00008 




Figura 1 . 
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Figura 4. 
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Figura 5. 
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LISTA DE SECUENCIAS 

INFORMACION GENERAL 
SOLICITANTE 

NOMBRE: Centro Nacional de Investigaciones Cientificas. 
CALLE: Avenida 25, esquina a 158. 
CIUDAD: Ciudad de La Habana. 
PROVINCIA: Ciudad de La Habana. 
PAIS: Cuba. 

CODIGO POSTAL: 12 100. 

TELEFONO: 218066, extension 248. 

FACSIMIL: 537 330497 

CORREO ELECTRONICO: "Rafael Fando" 

<Fando@biocnic.cneuro.edu.cu> 

TITULO: Nuevos candidatos vacunales de vibrio cholerae y metodos de 
obtencion. 
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NUMERO DE SECUENCIAS: 1 

DIRECCION PARA CORRESPONDENCIA 

DESTINATARIO: Consultores de Marcas y Patentes "CLAIMS". 
CALLE: 14 #308 e/ 3ra y 5ta Ave. Miramar, Playa. 
CIUDAD: Ciudad Habana. 
PROVINCIA: Ciudad de La Habana. 
PAIS: Cuba. 

CODIGO POSTAL: 1 1 300. 
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DATOS DE LA SOLICITUD ACTUAL 

NUMERO DE SOLICITUD: 142/97 

FECHA DE PRESENTACION: 30 de Diciembre de 1997. 
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INFORMACION SOBRE EL ABOGADO AGENTE 
NOMBRE: Maria Lourdes Ruiz Sotolongo. 
NUMERO DE REGISTRO: 5 

INFORMACION CONCERNIENTE A LA SEQ. ID. NO: 1 
CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 
LONGITUD: 852 nucleotidos. 
TlPO: Acido nucleico. 
o NUMERO DE HEBRAS: Sencilla. 

CONFIGURACION: lineal. 

TlPO DE MOLECULA: ADN (genomico) 

L5 FUENTE DE ORIGEN: 

ORGAN ISMO: Vibrio cholerae. 
CEPA: C7258 

CARACTERISTICA: 
20 NOMBRE: Secuencia codificadora del gen thyA. 

LOCALIZACION: 1-852 

CARACTERISTICA: 

NOMBRE: Peptido completo de ia timidilato sintasa codificado por el gen 

25 thyA. 

LOCALIZACION: 1-284. 
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DESCRIPCION DE LA SECUENCIA ; SEQ ID NO: 1 

GTG AGA CAG TAT TTA GAT CTT TGT CAG CGC ATC GTC GAT CAA GGT 45 
MRQYLDLCQRt VDQG 
15 10 15 

GTT TGG GTT GAA AAT GAA CGA ACG GGC AAG CGT TGT TTG ACT GTG 90 
VWVENERTG KRCL TV 
20 25 30 

ATT AAT GCC GAT TTG ACC TAG GAT GTG GGC AAC AAT CAG TTT CCT 135 
I NADLTYDVGNNQFP 

35 40 45 

CTA GTC ACT ACA CGC AAG AGT TTT TGG AAA GCC GCC GTG GCC GAG 180 
LVTTRKSFWKAAVAE 
50 55 60 

TTG CTC GGC TAT ATT CGT GGT TAC GAT AAT GCG GCG GAT TTT CGC 225 
LLGYI RGYDNAADFR 
65 70 75 

CAA TTA GGT ACC AAA ACC TGG GAT GCT AAT GCC AAT TTA AAC CAA 270 
QLGTKTWDANANL NQ 
80 85 90 

GCA TGG CTC AAC AAT CCT TAC CGT AAA GGT GAG GAT GAC ATG GGA 315 
AWL NNPYRKGEDDMG 

95 100 105 

CGC GTG TAT GGA GTT CAG GGT AGA GCT TGG GCT AAG CCT GAT GGT 360 
RVYGVQGRAWAKPDG 

110 115 120 

GGT CAT ATT GAC CAG TTG AAA AAG ATT GTT GAT GAT TTG AGC CGT 405 
GHI DQLKKI VDDLSR 

125 130 135 

GGC GTT GAT GAC CGA GGT GAA ATT CTT AAC TTC TAC AAT CCG GGT 450 
GVDDRGEI LNFYNPG 

140 145 150 

GAA TTT CAC ATG GGGTGT TTG CGC CCT TGC ATG TAC AGC CAT CAT 495 
EF HMGCL RPCMYS HH 

155 160 165 

TTT TCA TTG CTG GGT GAT ACC TTG TAT CTC AAC AGT ACT CAG CGT 540 
FSLLGDTLYLNSTQR 

170 175 180 

TCA TGT GAT GTG CCC TTG GGGTTG AAT TTC AAC ATG GTG CAG GTT 585 
SCDVPLGLNF NMVQV 

185 190 195 

TAT GTG TTC CTT GCG CTG ATG GCA CAG ATC ACA GGG AAA AAG CCG 630 
YVFLALMAQI TGKKP 

200 205 210 

GGC TTG GCG TAT CAC AAG ATC GTC AAT GCG CAC ATT TAC CAA GAT 675 
GLAYHKI VNAHl YQD 

215 220 225 

CAA CTC GAA TTG ATG CGC GAT GTG CAG CTA AAA CGT GAG CCA TTC 720 
QL EL MRDVQL KREPF 

230 235 240 

CCA GCG CCT CAG TTC CAT ATC AAT CCA AAG ATT AAA ACA CTG CAG 765 
PAPQFHI NPKI KTLQ 

245 250 255 

GAT TTG GAA ACT TGG GTC ACT TTG GAT GAT TTT GAC GTC ACC GGA 810 
DL ETWVTL DDFDVT G 

260 265 270 

TAT CAG TTC CAC GAT CCT ATT CAA TAC CCG TTT TCA GTC TAA 852 
YQFHDPI QYPFSV- 
275 280 
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